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 چكیده
که بطوری بطور چشمگیری افزایش یافته است سالهای اخیرهای فرصت طلب طی شیوع قارچمقدمه: 
ی برخی بیماریهای زمینه ای، افراد واجد سابقه بیمار واین ارگانیسم ها در بیماران مبتال به ضعف سیستم ایمنی 
ال می رود احتمن بالقوه می باشند. از این رو ژدر گذشته و مصرف کنندگان آنتی بیوتیک به مدت طوالنی، پاتو
نظور به محاضر در همین راستا و مطالعه  باال باشد و میزان بروز عفونتهای قارچی فرصت طلب در افراد مسلول 
 برنامه ریزی شناسایی عناصر قارچی با روش های مورفولوژیک و مولکولی در نمونه های خلط بیماران مسلول
 شده است.
جمعیت مورد مطالعه در این طرح از بیماران مسلول مراجعه کننده به آزمایشگاه مرجع سل  كار: روش
، بخشی بصورت استریل خلط افراد مذکور انتخاب شد. از هر نمونه5389در سال دانشگاه علوم پزشکی زاهدان 
تفاده از ا اسمستقیم  ب بطوربر روی محیط سابورودکستروز آگار محتوی کلرامفنیکل کشت داده شد و بخشی 
قرار گرفت. در کنار  مشاهده مستقیم و کشت قارچی نمونه  کروشهای رنگ آمیزی مورد بررسی میکروسکوپی
 و تعیین توالی نوکلئوتیدی  صورت پذیرفت. Nested-PCRها، آزمایشات مولکولی به روش 
اد موارد لرامفنیکل تعدرو دکستروز آگار حاوی کوبا استفاده از کشت نمونه ها در محیط کشت ساب: نتایج
در محیط کشت کروم آگار مثبت % 51/63( 58از  52بود که از میان این تعداد )% 58( 511از  58مثبت )
مورد  3مورد کاندیدا گالبراتا و  5، لیسمورد کاندیدا تروپیکا 2مورد کاندیدا آلبیکنس،  6 ین تعدادابودند که از 
رشد % 1/51( 58از  2کاندیدا دابلینینسیس مشاهده گردید. در محیط کشت چاپک داکس آگار تعداد )
مورد آسپرژیلوس نیجر و یک مورد فالووس  5که با استفاده از کلید تشخیصی بارنت و هانتر ،  مشاهده شد
کروم آگار و چاپک داکس آکار پس از دوبار تکرار رشد ننمودند.  مورد در محیط های 1تشخیص داده شد و تعداد 
با استفاده  PCRتعداد موارد مثبت در مرحله اول  Nested-PCRدر مرحله بعدی با استفاده از روش تشخیصی 
 با استفاده PCRدر مرحله دوم % 4( 8از  4بود که از میان این تعداد )% 8( 511از  Pan Fungal (8از پرایمرهای 
از پرایمرهای اختصاصی کاندیدا آلبیکنس مثبت بودند و با استفاده از یرایمرهای اختصاصی آسپرژیلوس 
نمونه ها با توالی های  DNAفومیگاتوس موردی مشاهده نگردید. در روش تعیین توالی، توالی نوکلئوتیدی 
مورد نمونه مثبت که  8فت و از ( قرار گر Alignment( مورد مقایسه )NCBIنوکلئوتیدی ثبت شده در بانک ژنی )
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، یک مورد یسمورد کاندیدا البیکنس، یک مورد کاندیدا تروپیکا 4 ،قرار گرفتند یدیمورد نوکلوئتتعیین توالی 
در  و یک مورد آسپرژیلوس نیجر تشخیص داده شد.  کاندیدا دابلینینسیس، دو مورد کاندیدا پاراپسیلوزیس
در بیماران مسلول زن  Nested-PCRناسایی شده با استفاده از روش مطالعه حاضر بیشترین عفونت قارچی ش
مورد مثبت( دیده شد که از  نظر شغلی همگی خانه دار بودند و از نظر محل سکونت  8از  9درصد )  9/99با 
 د مثبت(.مور  8از  1درصد  افراد ساکن مناطق روستایی بودند) 6/11
ع تحقیقات مشابه در جوام بامقایسه  بررسی و این پژوهش  وبا توجه به نتایج حاصل از  :یریگ نتیجه
مختلف می توان چنین نتیجه گرفت که عناصر قارچی فرصت طلب به عنوان عوامل عفونی مطرح در بیماران 
 باالیی برخوردار هستند به شمار رفته و دارای مشکالت تنفسی 
ً
وثر این شناسایی به موقع و م:از فراوانی نسبتا
روند درمان و بهبود این افراد می نماید. از سوی دیگر  تسریع و تکمیل شایان در یبیماران مسلول  کمکعوامل در 
و مقایسه آن با  تعیین   Nested-PCR ،مورفولوژیک با بررسی نتایج حاصل از روشهای تشخیص قارچ شناسی
 کور در تشخیص عفونتهایتوالی نوکلئوتیدی می توان نتیجه گرفت که همخوانی و قرابت میان روشهای مذ
های قابل اتکا در شناسایی عفونت یهایقارچی در بیماران مسلول از صحت باالیی برخوردار می باشد و روش
 .قارچی بیماران مسلول می باشند
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Background: The prevalence of opportunistic fungi has increased dramatically in recent 
years, so that  these organisms are potentially pathogenic in patients with weakened immune 
systems and some underlying diseases, people with a history of disease in the past, and long-term 
antibiotic users. Therefore, it is likely that the incidence of opportunistic fungal infections in 
tubercular people is high. The present study is planned to identify fungal elements by 
morphological and molecular methods in sputum samples of tubercular patients. 
Methods: The study population selected from tubercular patients referred to Tuberculosis 
Reference Laboratory at Zahedan University of Medical Sciences in 2018. From each specimen, 
one portion was cultured in a sterile conditions on Sabour's dextrose agar containing 
chloramphenicol and the other part was directly examined microscopically using staining 
methods. In addition to direct observation and fungal culture of the samples, molecular tests were 
carried out by Nested-PCR and nucleotide sequencing. 
Results: By growing specimens in Sabouraud Dextrose Agar medium containing 
chloramphenicol, 19% of the cases (19 of 100) were positive, out of which 63.15% (12 of 19) 
were positive in the CHROMagar medium. Of these, 6 cases of Candida albicans, 2 cases of 
Candida tropicalis, 1 case of Candida glabrata and 3 cases of Candida dubliniensis were 
observed. In the Czapek dox Agar medium, 10.5% (2 of 19) growth was observed, then using 
Barent and Hunter diagnostic key, 1 case of Aspergillus Niger and one case of Aspergillus flavus 
was diagnosed. And 5 cases did not grow in CHROMagar and Czapekdox agar medium after 
twice repeating. In the next step, by applying the Nested-PCR diagnostic method, the number of 
positive cases in the first stage of PCR using Pan Fungal primers (9 out of 100) was 9%. Of these, 
 
 
4% (4 of 9) were positive in the second stage of PCR using Candida albicans specific primers and 
no specific cases were detected using Aspergillus fumigatus specific primers. In the sequencing 
method, the DNA nucleotide sequences of the samples were compared (Alignment) with the 
nucleotide sequences registered in the GenBank (NCBI). Of the 9 positive sequencing cases, 4 
were identified as Candida albicans, 1 as Candida tropicalis, 1 as Candida dubliniensis, 2 as 
Candida parapsilosis and 1 Aspergillus Niger. In the present study, the most fungal infection that 
identified using Nested-PCR method was observed in female tubercular patients with 8.77% (7 
out of 9 positive cases), all of whom were housewives and 6.55% of them were residents in rural 
areas (5 out of 9 positive cases). 
Conclusion: Based on the results of this study, comparing and reviewing similar research 
in different societies, it can be concluded that opportunistic fungal elements are among the 
infectious agents in patients with respiratory problems and they are relatively abundant. Timely 
and effective identification of these factors in tuberculosis patients can be helpful in accelerating 
and completing the process of treatment and recovery of these people. On the other hand, by 
examining the results of mycological and Nested-PCR diagnostic methods and comparing it with 
nucleotide sequencing, it can be concluded that the compatibility and similarity between these 
methods in the diagnosis of fungal infections in tuberculosis patients has a high level of accuracy. 
They are also one of the reliable methods for identifying fungal infections of tuberculosis 
patients. 
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